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Introdução 
 
Antioxidantes são substâncias que retardam 
as reações de degradação oxidativa, ou seja, 
reduzem a velocidade da oxidação por um ou 
mais mecanismos, como inibição de radicais 
livres e complexação de metais (LÖLIGER, 
1991; PIETTA,2000). Estes podem ser 
sintéticos ou naturais e, para serem utilizados
em alimentos, devem ser seguros para a saúde. 
Alguns dos antioxidantes sintéticos mais 
importantes são o hidroxianisol debutila (BHA)
e o hidroxitolueno de butila (BHT) e entre os 
naturais destacam-se o ácido ascórbico, 
vitamina E e beta-caroteno (RICE-EVANS et al., 
1996). O emprego dos compostos sintéticos 
tem sido alvo de muitos questionamentos 
quanto à sua inocuidade e, conseqüentemente, 
a procura por antioxidantes naturais que possam 
 
atuar, tanto isolados quanto sinergicamente, 
com outros aditivos tem aumentado 
consideravelmente nos últimos anos (MELO et al.,
2003). Compostos antioxidantes, como 
compostos fenólicos e organossulfurados, 
estão naturalmente presentes em hortaliças, 
sendo que algumas apresentam altas concentrações
de determinados grupos (HARBONE et al., 2000;
ARABBI et al., 2004). 
 
Os compostos fenólicos, constituintes de um 
amplo e complexo grupo de fitoquímicos, são 
potentes antioxidantes, podendo agir como 
redutores de oxigênio singleto, atuando nas 
reações de oxidação lipídica, assim como na 
quelação de metais (SATUÉ-GARCIAet al., 1997;
HOPIA et al.,1999; MELO et al., 2006).  Os 
compostos organossulfurados são capazes de 
reduzir o risco de câncer e a incidência de
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doenças coronarianas e, ainda, de controlar
hipertensão (ADA, 1999; LAWSON; WANG, 2001).
Embora muitos estudos relatem os efeitos
químicos preventivos dos organossulfurados, 
pouco se sabe sobre seu mecanismo tanto na 
prevenção de doenças cardiovasculares quanto 
como anticarcinogênicos (KRIS-ETHERTON et al., 
2002). 
Em muitos estudos tem-se demonstrado que 
compostos com propriedade antioxidante são 
antitumorais e têm sido amplamente usados tanto 
na prevenção quanto no tratamento dessas doenças. 
A constatação de que as hortaliças possuem 
substâncias biologicamente ativas que trazem 
benefícios à saúde ou efeitos fisiológicos desejáveis 
tem impulsionado estudos sobre a sua propriedade 
antioxidante (CHIPAULT et al., 1952). 
A avaliação da atividade antioxidante pode ser 
realizada por meio espectrofotométrico baseado na 
descoloração ou oxidação do β-caroteno induzida 
pelos produtos de degradação oxidativa de um ácido 
graxo, como o ácido linoléico usado nesta análise. 
Neste protocolo, são relatadas as informações 
necessárias para a determinação da atividade 
antioxidante total em hortaliças no sistema aquoso-
lipídico de beta-caroteno/ácido linoléico 
(ANDAEWULAN; SHETTY, 2003; 
HAMMERCHMIDT; PRATT, 1978; ISMAIL et al., 
2004) baseadas em adaptações e modificações 
realizadas no Laboratório de Pós-Colheita da 
Embrapa Hortaliças. 
 
Preparo de soluções 
1. Solução de Álcool Etílico a 70% 
Em balão volumétrico de 1 L, adicionar 700 
mL de álcool etílico e completar o volume para 
1.000 mL com água destilada. Após 
homogeneização, transferir para um frasco de 
vidro devidamente etiquetado. Armazenar em 
temperatura ambiente por tempo 
indeterminado. 
2. Solução de Beta-caroteno 
Pesar 5 mg de beta-caroteno e transferir para 
um balão volumétrico de 5 mL. Adicionar 
clorofórmio aos poucos até que todo o beta-
caroteno seja dissolvido. Em seguida, 
completar o volume para 5 mL com clorofórmio. 
Obs.: todo o procedimento deve ser realizado 
sem expor a solução à luz. 
3. Preparo da emulsão contendo 
beta-caroteno/ácido linoléico 
Em um balão de fundo redondo (protegido da luz 
com papel alumínio), adicionar 50 mg de ácido 
linoléico, 200 mg de Tween 40 (ou 0,2 mL de 
Tween 20) e 1 mL de solução de beta-caroteno. 
Levar a um evaporador rotatório (rotavapor), à 
temperatura de 50 ºC, por aproximadamente 10 
min para evaporar todo o clorofórmio. Após a 
remoção do clorofórmio, o resíduo deve ser 
dissolvido com a adição de 50 mL de água 
deionizada e oxigenada, sob vigorosa agitação, 
para a formação de uma emulsão límpida (a 
adição da água deve ser feita aos poucos). O 
ideal é que esta emulsão esteja com uma 
absorvância entre 0,6 e 0,7 nm, quando medida 
em espectrofotômetro a 470 nm. 
Preparo da emulsão para o branco 
Em um balão de fundo redondo (protegido da luz 
com papel alumínio), adicionar 50 mg de ácido 
linoléico e 200 mg de Tween 40 (ou 0,2 mL de 
Tween 20). Adicionar 50,0 mL de água 
deionizada e oxigenada, sob vigorosa agitação, 
para a formação de uma emulsão límpida (a 
adição da água deve ser feita aos poucos). 
Alíquotas de 5,0 mL desta emulsão devem ser 
transferidas para tubos de ensaio contendo 0,5 
mL dos extratos. Esta mistura será utilizada 
como branco. Para cada amostra utiliza-se um 
tubo com a mistura como branco.  
 
Preparo da amostra 
Pesar 3 g de amostra de matéria fresca (essa massa 
pode variar de acordo com a hortaliça) e adicionar a 20 
mL de etanol a 70%. Em seguida, agitar a amostra por 
1 hora em um shaker, deixar por 20 min em banho de 
ultrassom e filtrar em papel de filtro quantitativo. O 
sobrenadante deve ser armazenado em balão 
volumétrico de 50 mL. Repetir o procedimento de 
extração para o resíduo que ficar retido ao filtro e levar 
seu sobrenadante ao balão contendo o outro 
sobrenadante. Lavar o resíduo com 10 mL de etanol a 
Protocolo de Análise para Determinação de Atividade Antioxidante Total em Hortaliças          3
70%, transferir o etanol da lavagem para o balão 
volumétrico em que estão os sobrenadantes das 
extrações e completar o volume para 50 mL com 
etanol a 70%. 
 
Determinação da Atividade 
Antioxidante Total (AAT) 
Alíquotas de 5,0 mL da emulsão (Figura 1) devem 
ser transferidas para tubos de ensaio contendo 0,5 
mL dos extratos (item 3) e a absorvância deve ser 
medida imediatamente em espectrofotômetro a 470 
nm. Após a primeira leitura os tubos devem ser 
incubados em banho-maria a 50 ºC para que ocorra 
a reação de oxidação e em intervalos de quinze 
minutos até completar 120 minutos a leitura, a 470 
nm, deve ser repetida. Utilizar o branco, preparado 
conforme item 2.3, de cada amostra para a 
respectiva leitura. 
Os resultados são expressos em 






   
em que, 
%AA = Percentagem da atividade antioxidante 
Abscinicial = Absorvância inicial do controle 
Abscfinal = Absorvância final do controle 
Absaminicial = Absorvância inicial da amostra 
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